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1. 序論
1
. セ レンの化学的性質と生体影響
セ レン (Se) は ､ 原子番号 34､ 原子量 78.96､ 周期表で第 4 周期 16 属に属し､ 本来化学
的 には非金属で ある が ､ 金属に も類似した性質を待つ た め半金属 (m etalloid) に分類され
る ｡ セ レ ンは､ 自然界および生体内で は＋6価 (セ レン酸)､ ＋4価 (亜セ レン酸)､ o価 (元
素状セ レン)､ -2 価 (セ レナイ ド) として 存在して い る ｡ 同族元素で ある 硫黄 (s) と比較
する と ､ 原子径の 大きさ以外は極めて近似した化学的性質をもっ て い る ｡ しかし ､ 硫黄に
比 べ て 酸化還元電位が低く [Gasiewicz arid S mith, 1978; Hsieh and Ga nther, 1975]､ 生体内で
還元的代謝を受ける ｡
セ レンの過剰摂取が家畜に急性中毒をお こ したり､ 慢性の アル か+症 (食欲不振､ 脱毛､
蹄の 変化 ､ 歩行困難) を引き起 こすことは 193 0年代から知られてお り ､ 毒性の 強い元素
として 知られて きた ｡ ヒトにお けるセ レン中寿 (脱毛 ､ 爪､ 皮膚､ 歯の 変化･な ど) の例が
中国の恩施地方で報告されて い る 【Yang et al. , 1988]o この地方の土壌中セ レン濃度は著し
く高く ､ 合わせ て 石炭中にも高濃度のセ レ ンが含まれて いたために ､ 食物および煤煙 によ
る二 重の被害を受けた ｡
しかし ､ 1957 年に ビタミ ン E 欠乏ラッ トの肝壌死 の予 防にセ レンが有効で あることが
証明されて以来 【schふarz a nd Foltz, 1957]､ そ の生理活性が注目を浴びるようになり ､ 1969
年に ¶1 0 mPS O nと sc ott によっ てセ レンが晴乳類に対する必須微量元素で ある ことが明らか
となっ た 【Tbo mpso n and Sc ot, 1969]o 中国には土壌中セ レ ン潰度の著 しく低い地域 に克山
病と呼ばれ る独特の心筋症が報告されて い る 【Yang et al. , 198 8】｡ この地方の 土壌や作物中
の セ レン含有量は低く､ 住民の体内セ レン濃度の低下が みとめられ ､ そ の 治療に亜セ レ ン
酸ナトリウム が用 い られた o
また ､ 発症率に 対す る疫学調査か ら､ 低セ レン地域 で ある ニ ュ ー ジ ー ラ ン ドや フィ ン ラ
ン ド住民の 発症率が高く ､ セi' ン含有量との 負の相関が 明らか とな っ た こ とか らこ セ レ ン
化合物の発癌抑制作用が注目され て いる [yang etal. , 198;Btlrk,2 001】o
2. セ レン化合物の代謝
栄養源となるセ レン化合物に は無機セ レン化合物で ある 亜セ レン酸やセ レン酸､ 有機セ
レ ン化 合物で あるセ レノ シス テイ ン (SeCys) やセ レノ メチ オ ニ ン (SeM et) が含まれ る ｡
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SeCys や seM et ほ ､ ア ミ ノ酸の シ ス テイ ン (Cys) やメチ オニ ン (M et) の S 原子が ､ se
に 置 き変わ っ た形 をして お り ､ 生体は通 常これ らを効率良く吸収 して い る 【Ⅷ o m s o n and
Ste w art
,
197 3]｡
生体内に取り込まれた無機セ レン化合物と SeCys は ､ それぞれグル タチ オ ン (OSH) の
存在下 [Hsieh and Ganther, 1975] お よびβ-1ya se[Es aki et al., 1982] によっ て 最終的にセ レナ
イ ドにな るo SeM etはア ミノ酸転換経路によりセ レノ シス タチオニ ン ､ SeCys を経てβ-1yas e
に よっ て セ レナイ ドになる系と 【Es aki et al., 1981】､ M et と区別されずに非特異的に - 般の
タ ンパ ク質に取り込まれる経路が知られて い たが ､ 最近y-1yas eによっ て C H3SeH が切り出
さ れ る 経 路 の 存在 も 報告 さ れ て い る 【O ku n o et al., 2 001]o セ レ ナ イ ドは ATP と
s ele n ophosphate synthetas e に より s elenophosphate を経て ､ Seryl･tR N ASeCys を s ele n o cysteyl･
tR N ASeCys とす る こ とによ っ て タ ンパ ク質合成に 馴 1られる [Vere s et al., 1992;Ju ng et alり .
1994】｡
また余剰なセ レンは ､ メチル化代謝され て尿 あ るい は呼気中 へ と排推される ｡ セ レナイ
ドはメ チ ル化代謝物の 出発物質と して 位置 づ け られ て お り , s_ アデノ シ ル メチ オ ニ ン
(SA M) をメチル基供与体として ､ 化学的ある いは酵素的に順次メチル基が転移されて ､
モ ノメチ ルセ レノ - ル (M M Se)､ ジメ チルセ レナイ ド (DMSe)､ トリメチ ルセ レノ ニ ウ
ム イオ ン (TM Se) な どの メチル化代謝物が生成される [Ganther, 1986]o セ レナイ ドか ら
M MSe へ の メチル化反応は非酵素的に進むと考え られて い る 【Mo zier et alり 198】o MMSe
か ら DMSe へ の メチル化反応は ､ ミクロ ソ - ム画分に存在するチオ - ル S- メチル トランス
フ エ ラ - ゼの関与が示唆され [Hsieh a nd Ganther, 1977]､ D MSe か ら TM Se へ のメチル化反
応は ､ 可溶性画分中に存在するチ オエ - テル S-メチ ル トラ ンス フ エ ラ ー ゼ によっ て行われ
る ことが報告されて い る 【M o zier et alり 1 988]｡ DMSe ならびに T M Se の毒性量が無機およ
び有機セ レン化合物より低い ことや 【ols o n, 1986; McConn ell a nd Portm an, 195 2; Obe rm eyer
et all 1971】､ メチル化の 阻害剤投与により亜セ レン酸の 毒性が増す ことなどか ら 【Ho圧m an
a nd McCo n n ell
,
198 7]､ メチ ル化代謝ほセ レン化合物の解毒機構で ある と 一 般的に考えられ
て い る ｡
3. セ レンタン パ ク質
亜鉛タ ンパ ク質や銅タン パク質などの微量 元素含有タ ンパ ク質とセ レ ンタ ンパ ク質との
決定的な相違は､ 亜鉛や銅が タンパ ク質に配位結合する のに 対し､ セ レンは secys という
アミ ノ 酸と して タ ン パ ク質の ポリ ペ プチ ド鱗を形成して い る という点にあり ､ この ことか
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ら ､SeCysは2 1番目の アミノ 酸とも呼ばれて い る [Burk a ndHill, 1993;Stadtm an,1996;Atkin s
arid Ge stela nd
,
20 00】oSeCys残基は m RN A上の U GA コ ドンに より翻訳され る 【For chham mer,
1989]｡ UG Aコ ド ンは通 常対応する ア ミノ 酸がな く終止 コ ドン として 機能 して い る が ､
m RN A上の 独特な stem -1o op 構造を含む s elen o cystein ein sertion s equ enc e(SECIS) の存在に
より SeCys の タンパ ク質 へ の取り込み が行われる 【Berry etall 1991, 1993]o
Tab)e1. Mam m allan s e]enoprotehs.
Selenoproteh s Fu nct]on Lo catlon Referenc e s
G 山tathfo n epe roxida s e s(G Px)
C 釧ularG Px(cG Px)
Ga strointe sthal G Px(G Px･G I)
Extra c e][uJarG Px (eG Px)
P ho sphol桝d hydroperoxidas e
G Px(P H G Px)
SpermnucleiGPx(s nG Px)
Iodothyroninedelodinases
Ty pe1 deiodinase
Type2 deiodina s e
Ty pe3 d由odlna s e
Thkwedoxhreductase s(Ⅷ x)
T Rx1
T Rx2
¶1x3
Se[e n oprotein P(SeI P)
Se(enoprotein W(Se[W)
Sele n opho sphate synthetas e2
(S P S 2)
1 5-k Da s eleno DrOtein
Prote ctio nfrom pero xide
dam age
Con versio n of T4 to T3, T4 to
rT3
Con version of T4 to T3
Conv er sion of T4 torT3
Redu ction ofthioredoxin
unknow n
unknown
Synthe sis of
s ere n opho sphate
unknown
U biquitous
Ga stro7nte stinaltra ct
Pla s m a
U biquito u s,te stis
Te stls, sperm n ucle(
Thyroidg一and,)ive r, kidney
Pituitary gland, c entralnerv ous
syste m,brown ad)pos etis sue
Pla c enta
U biquuous(cyto s ot)
U biqu他 u s(mito chondria)
Te st‡s
Pla sma
U biqu(Io u sm us e)e
U biquito u s
U biquito u s
F‡oh占 etaI. ,1 9 73
C hu etaI. ,1 99 3
Takaha shieta/” 1987
Ur sinietaI
. ,1 985
PfeWoretaI. .20 01
Berry etaI. .1 9 91
DaveyetaI. ,1 995
Croteau etaI. ,1 9 95
Tam ura et. aI,19 96
Mlranda-Vizuete etaI. ,1 999
Sun etaI.
,
1 999
Beilsteh1 8taI. ,1 9 96
Kin etaI.
,
1 9 97
Kum a ra swamy etaI. ,2000
現在まで に ､ 噂乳撫で 10 種類以上 のセ レン タンパ ク質の存在が明らか にな っ て おり ､
そ の 一 部を Table l に示 した o そ の中には過酸化水素や過酸化脂質を除去し ､ 生体を酸化
的障害か ら防御して い るグル タチ オ ンパ - オキシ ダ ー ゼ (G Px) family や 生理 的機能が未
だに解明されて い ないセ レノブロ ティン P (Sel P) な どが含まれる o GPx は ､ 1973 年にほ
じめて セ レンが活 性中心 を構成して い る ことが明らか にな っ たセ レンタ ンパ ク質で ､ その
存在場所と基質の 違い により ､ 様々 な臓器中に存在する細胞内 G Px (cGPx)､ 消化管 に存
在する 消化管細胞 G Px､ (GPx･ G I)､ 血流中 に存在する細胞外 G Px (eGPx)､ および細胞の
膜表面に存在し､ 過酸化脂質 の 除去に 関与するリ ン脂質過酸化物 G P冗 (P HGPx) に分類さ
れる ｡ PHOI'Ⅹ につ い て は近年､ 精子中で構造 を安定化させ るセ レン タンパ ク質 として 注目
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され ､ 精子構造 に関与する pHG Px は G Px 酵素活性を持たない ことが明らかとなっ て いる
[ursini et all 199]｡ また ､ ごく最近 に なっ て ､ 精子核に存在する 34 kDa の 精子核 GPx
(snGPx) の存在も報告された｡ sel Pは血紫中のセ レン量の約 60%を含有するセレンタ ン
パ ク質 で ､ その cD N A配列か ら､ オ - プンリ - ディ ンダフ レ - ム内に secys をコ - ドする
U GA が 10 個存在する と推定され る [H ill et al., 191, 1993]｡ またアミノ酸分析でも 7 - 8
個の SeCys残基が確認されて い る [Re ad et al., 1990]o SeュP の生理的機能は未だに解明され
て いないが ､ セ レ ンの 輸送 タンパ ク質で あるという説 【Mots enbocker a nd Tappe1, 1982]､ と
抗酸化的機能を持つ と いう説 [Bu rk etal., 1995] が提唱されて いる ｡
4. セ レン化合物の ス ぺ シ エ ー シ ョ ン
当研究室で は生体サ ン プル を高速液体ク ロ マ トグラフ (H PL C) で分離し､ そ の溶出綬を
-
直接誘導結合プラ ズ マ 質量分析 (ICPMS) に 導入 し､ 連続的かつ 高感度に多元索分析をお
こ なうHP L C･ICP M S法を用 い たele m e ntalspeciatiorlを行っ て きた 【su z ukiet al., 1995a, b]o
Spe ciatior)と杖 ､ 金属な どの元素を化学形 ､ 機能 ､ 荷層状態な どによりある 日的に添っ て分離
操作を行い定量する こ とで あり､ そ の中で も化学形 に まで 分離し､ 定量す る操作 をele m e ntal
speciatio nと呼んで いる ｡ さ らに 同位体分析が 可能で あるIC P M S の長所を利用 し､ 安定同位
体で標識した化合物を用 い る ことに よっ て , 内在性と外来性の 元素を多元素同時にelem e ntal
speciatio nする ことが可能となっ た 【Kobayashietal. , 20 01;Su ztlkietal,, 1999]｡
このよう にH PLC-I Ci, M S法は生体内にお ける元素の相互作用の機構解明や ､ 内在性と外来
性の元素間の相互作用 の解明に対 し､ 他の 手段で は得られない独自の結果が得られ る Q しか
し ､ 分子量 に関する情報が得られ ない ため ､ こ の 事法 はn nkn own な化合物の 同定には困難で
ある と考えられ るo ある試料 をマ ス ス ぺ ク トロ メ トリ ー に より分析する とこ ごくわずかな量
か ら､ そ の分子量 ､ 分子構造 な どの情報が得られ る こ とから ､ 質量分析の応用分野は ､ 有機
化学分野 はもとより生化学 ､ 薬学､ 医学へ と急速に広が っ て い る o
さ らに ､ H PL Cと組み合わせ る こと に より ､ 生体試料か らひ とつ ひ とつ の成分 につ いて の
m olec ular speciatio nが可能となる [Lobin skiand Szpu n ar, 1999; McSheehy et al. , 2 01,
●
2 002]o 最
近 ､ 当研究室で はHP L C- ele ctro sprayio ni2:atio ntande m m a ss spe ctr o m etry(ESI M S/M S) を用い
たspeciatio nにより ､ 栄養 レベ ルで 尿中に排壮 され る主要なセ レン代謝物が80seとして 分子量
299 のSe- m ethyl-N - a c etyls ele n ohexo s amine (セ レン糖) で ある ことを明らか にした 〔ogra et al. ,
2002]o しか し ､ タ ン デム マ ス ス ペ ク トロ メ トリ - の符果か ら､ 分子量や 官能基枝明らかに
な っ たものの ､ 立体配置 を含めた構造 柱明らか となっ て いない ｡
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5. 本研 究の 目的
生体内 に摂取されたセ レン は仮想中間体で あるセ レナイ ドに変換された後 ､ セレン タン
パ ク質として 利用され ､ 余剰なセ レ ンは メチル 化代謝されて 尿または呼気申 へ と排他され
る ｡ 中毒 レベ ル以上 に摂取量が増加 すると､ 尿中のメチ ル化代謝物で ある TMSe および呼
気中の メ チル化代謝物で ある DM Se 畳が上昇する ことは知 られて い るが 【Itoh a nd StlZuki,
197; Ganther, 1986; McCo n n ella nd Roth, 1966], 栄養レベ ル におけるセ レンは尿中にモ ノメ
チル化物として排推されるも のの 【Ga nther and Krau s, 1 987], その 代謝物の構造は未だ明ら
か にな っ て いな い{1 そ こで ､ 本研究 におい て は ､ 無機セ レン化合物で ある 亜セ レン酸とセ
レ ン酸を直接血流中に投与した時の血液､ 尿 ､ 肝臓および腎臓中のセ レ ンの分布を H PL C_
ICP MS 法を用い た elem ental spe ciatio n に よっ て 明らかにし､ さらに ､ 尿中および肝臓中の
セ レ ン代謝物の化学形 をそれぞれ 1H NMR お よび H PLC-E SI MS 法を用 い た m ole cular
speciatio n によっ て 同定し ､ 生体内における無機セ レン化合物の代謝機構を解明する ことを
目的とした o
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I]. 本論
1. 尾静脈内投与した無機セ レン化合物の代謝
1.1 目的
これ まで当研究室で は ､ 亜セ レン酸とセ レ ン酸は血流中にお いて異なっ た代謝を受ける
こ とを報告した 【shiobara et al., 1999]. すなわち ､ 亜セ レン酸を静脈内投与す ると､ 迅速
にかつ 選択的に赤血球に取り込まれ ､ 赤血球中の GS Hによ っ て還元される 【Su zuki et al.,
1998;Shiobara et all, 1999]o 避元されたセレンは選択的にアル ブミンに結合 し 【su z ukiet alり
198;Shiobar a et alり 19 8]､ 肝臓へ 運ばれた後セ レンタンパ ク質として利用されるか ､ メチ
ル化代謝され尿または呼気中 へ と排他され るo 一 方 ､ セ レン 酸は赤血球中に取り込 まれな
い こ とか ら ､ 直接肝臓に取り込まれると考えられる [Shiobara et al., 199]｡ 本研究にお い
て は ､ 無機セ レン化合物で ある亜セ レン酸とセ レン酸を直接血流中に投与した際の血綬､
尿､ 肝臓お よび腎臓中の セ レンの分布を H PLC-1CP M S法を用いた ele m e ntal spe ciatio n によ
つ て明らか にし , 生体内に おける 2 種頬の無機セ レンの代謝機構を比較する ことを目的と
した ｡
1.2 方法
ⅠⅠ･2以降で共通の項目に つ いて は本草に記載した ｡
武豊
安定 同位 体標識 亜 セ レ ン 酸 ナ トリ ウ ム (Na282seo3) お よ びセ レ ン 酸 ナ トリ ウ ム
(N a282seo.)は標識金属セ レン (82se97･02 %､ Oak Ridge Natio n alLabor at?ry(Oak Ridge, T N,
U SA))を酸化す る こ と に より調製した ｡ 亜セ レ ン酸に関して は ､ 標識金属セ レ ン を濃硝
酸で 酸化し 【su2 nkiet al., 1997]､ セ レ ン酸ほさらに過酸化水素で酸化した後 1 M の水酸化
ナ トリ ウム (和光純薬)で中和し調製したo これらを生理食塩水 (大塚製薬工 場)
一
に溶解
させ投与液とした｡
硝酸 (有害金属測定用) お よび過酸化水素 (精密分析用) は和光純薬 ( 大阪)より購入
した ｡ セ レン標準液として 関東化学 (東京)の 原子吸光分析用セレン標準液 (1,00 ppm)
を用い ､ これ をo.1 N 硝酸で希釈した o また ､ Tris[hydroxym ethyl]amir10 methane(Triz m a
◎ Bas e)
ー 7 -
はシグマ (St. Lo uis, M O, USA) から購入したo
勤勉
7 週齢の Wistar 系雄性 ラ ッ トを日本ク レア (東京) から封入した｡ 1 週間の順化飼育中
は ､ 標準飼料 (cE-2, 日本ク レア) と水道水 を自由摂取させた o 8 週齢に なっ た ラ ッ トを
1 群 3 匹に分け実験に用 いた o 動物はエ - テル 麻酔下で腹部下大動脈よりテルモ (東京)
製ベ ノジ ェ ク ト⑳Il轟空採血管 (プレイン ､ 凝固促進フイ ルム) で採血を行っ た後解剖したo
24 時間後に解剖した動物のみ代謝ケ ー ジで 2 4時間尿 を採取 した｡ それ以外の 時間に解剖
した動物の 尿試料は ､ 解剖後に勝耽か らシリ ン ジを用 いて 直接採取 した｡
の
採取した血液は 4 ℃ ､ 1,600g で 15 分間遠心 し血清を得た｡ 採取した肝臓および腎臓を
250mM グルコ - ス を含む 5 0 mM TrisヰICl(pH 7.4､ 2 5℃) をホモ ジナイズ用バ ッ フ ァ ー
として ､ 窒素雰囲気下ポリトロ ンホモ ジナイ ザ - (Kinem atica､ Lu z ern､ S wiz erland) を用
いて ホモ ジナイズし 2 0%ホモ ジネ - トを調製したQ 各臓器の ホモ ジネ - ト溶綬杜 500pl､
血清は 200FLl､ 尿は 100FLl をそれぞれ硝酸と過酸化水素を用 いて湿式灰化後､ 精製水で メ
ス ア ッ プしたもの をセ レン定量用試料とした｡
肝臓および腎臓の 2 0%ホモ ジネ - トを 4 ℃ ､ 105,00 0g で 1 時間超遠心 し上清を得たQ
各臓器の上清､ 血清お
,
よび24時間尿 はそれぞれ同群の 3試料を当量ずつ 混ぜ H PLC.ICPM S
に より測定した｡ それ以外の時間に解剖した動物の尿 杖､ 同群の 3 試料を採取で きた全量
を混ぜ H P LC-1CPM Sにより測定した ｡
王 地 金捉亀鑑
IC PMSは H P45 0(横河アナリテイ カル シズテム ズ､ 武蔵野) を用いた ｡ 機器の設定は
以下に示 した｡
fo r w ardpow er
refle ctpo w er
plas m aga s(argo n >99.9995% Ar)凸o wrate
auxiliarygas(Ar)flo w rate
s a mpling c on edia m eter
skim m er c on ediam eter
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1295 W
<10 W
14.81/min
1.01/min
1.0 m m
0.5 m m
質量分析計内の イオ ン レンズの 調整 臥 測定日毎にチ ュ ー ニ ング溶硬 (10p pb Ce､ Li､
Y､ S P E XCe ntiPrep､ M etu che n､ N J､ U SA) を用 いて行っ たo
TI､
Hf'LC の 条件は以下に示 した ｡
H PLC P U61 0(ジ ー エルサイ エ ンス ､ 東京)
c olu m n AsahipackGS-320 7G また柱 GS-520 7G(7.6×5 00m m､ 7.6X50 m m
の ガ - ドカ ラ ム を装 着) ( 昭 和 奄工 ､ 東京) (siz e- e x chlSio n
colu m n)
elutio nbuffer 50m M Tris･ H Clまたは50 mM Tris･ H N O, (pH7.4､ 2 5℃)
no w r ate 1.0 ml/min
s a mple v olu m e 0.1 ml
IC P MS に よる各臓辞中のセ レン濃度の測定は ､ 試料をペ リス タルティ ツ クポンプで ICP
M S に導入し､ m/z7 7および m/z82 で標準添加法により se の定量を行っ た ｡
各臓器中のセ レン濃度の測定結果に示した標識セ レンの 濃度は ､ 以下に示 した計算によ
つ て得られた値を使用 した ｡
(標識se に由来する m/z 82 の検出値) - (m/z 8 2の検出値) - (m/z 77の検出値) ×
(se標準液測定時の m/z82/77の 比)
HP LC-1CP Ms 杖, 上記 の条件を設定した HPL Cからの溶出液を直接I C PM Sに導入し､
m/z 77お よび82の セ レン を検出値として ､ ICPMS に よっ て連続的に測定した ｡
H PL C-I P M Sの結果に示 した標識セ レ ンの elutio npr ofile は､ 上記に示 した標識セレン
化合物の計算に よっ て 得られた値を保持時間に対して プロ ッ トしたもの で ある ｡
1.3 結果
蜘 L 1
8週齢の ラッ トに対 し ､ 安定同位体標識セ レン酸ナトリウム溶液 (Na282seo.) 披 1 0､ 2 5､
50､ 10 0､ 2 00FLgSe/kgbody w eight､ 安定同位体標識亜セ レン酸ナ トリウム溶液 (Na2甲seo,)
は2､ 5､ 10､ 2 5､ 50FLg Se/kg body w eightの投与量で単回尾静脈投与し､ 1時間後に解剖し
た ｡ コ ントロ - ル群に対して は生理食塩水 を投与した ｡
血清中の外来性 82se の濃度は ､ 両群ともに投与量の濃度に依存して上昇した (Fig. 1a)0
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肝臓および腎臓中の外来性 82se の濃度も血清と同様の 結果となっ た (Fig. 1b- c)o 尿は解剖
後に勝月光か ら直接採取したため､ 尿中の外来性82se浪魔の 定量はで きなかっ たo
これ らの 臓器お よび血清にお け る外来性 82se の 馴又率ほ ､ セ レ ン酸投与群にお いて は
25-3 7%､ 亜セ レン酸投与群にお いて は47-51% であっ た (Fig. 2)0
血清､肝臓上清および尿中の外来性82se の elutio nprofileをFig･ 3 に示したo 各elutio nprofile
の 内在性 82se の化学形は ､ コ ントロ 1 L,群の ラ ッ トの試料を測定することにより確認したo
血清中の 内在性 82se の elntio n profile で は eGPx (9.6 分) と SelP (12分) に ピ - クが検
出された 【shiobara et al, 1999;Su z ukiet al, 1997;Su z ukiet al, 1999]o セレン酸投与群の血清
で は ､ 12分と 14.9分に外来性 82se の ピ - クが検出され ､ それぞれ sel Pとセレン酸の 溶出
時間と 一 致した (Fig. 3a). 肝臓上滑中の 15 3分と 17.3 分の外来性 82se の ピ - クは濃度依
存的に上昇した (Fig. 3b)o 肝臓中で検出され る 2つ のセレン主要代謝物の 同定に は至っ て ,
いなか っ たため ､ ゲルろ過カ ラムにお ける溶出時間の早い順に ､ 代謝物 A (15.3 分)､ 代
謝物 B (1 7.3 分) と仮称した o 後者ほ尿中に検出され る主要なセ レン代謝物と同 - で ある
ことが分かっ て いる [shiobar a et al, 1999;Su z uki et al, 1999]o また ､ 溶出時間10分から14
分に肝臓中の タンパ ク質に非特異的に結合して い ると考えられ る幅広 い ピ - クが検出さ れ
たが ､ 同定に は至っ て いな い ｡ 腎臓上滑中において は ､ 肝臓上清中と同様に11.5分に cGPx
と考えられる内在性 82se の ピ - クが検出され ､ セ レ ン酸と考えられる ピ - クと､ 肝臓上帝
中の主要セ レン代謝物 B と同様の溶出時間 (173 分) に､ 外来性 82se の ピ ー クが検出され
た (data n ot sho wn)｡ セ レン酸投与群の尿中 におい て は ､ 未変化のセ レン酸 (14,5 分) と
尿中の主要代謝物と 一 致する外来性 82se の ピ - ク (18.3分) が検出された (Fig. 3c)0
一 方亜 セ レン酸投与群におい て ほ､ セ レン酸投与群と同様に 12分に外来性 82se の ピ ー
クが検出されたが ､ 亜セ レ ン酸と 一 致する ピ - クは検出されなかっ た (Fig. 3d)o 肝臓(Fig.
3e) および腎臓上清中 (data n ot sho w n) で はセレ ン酸投与群と同様の帝果となっ た｡ 尿中
に お いて はセ レ ン酸投与群と同様に尿中主要代謝物と 一 致する外来性 82se の ピ ー ク (18 3
分) が検出されたが ､ 亜セ レン酸の ピ ー クは検出されなかっ た (Fig. 3f)o
投豊 郷 適温眉腰塵選遜盈塩±出 之出金勉辺見量底産凶変土L 追出 鎚L
投与 1 時間後に解剖した ラ ッ トの尿 は､ 解剖時に直接膜耽から採取したためセ レン濃
度は定量で きなか っ た ｡ そ こで ､ 安定同位体標識セ レン酸ナトリ ウム溶液を 10､ 25､ 50､
1 00､ 200iLg Se/kg body w eightで単回尾静脈投与し､ 投与2 4時間後に解剖した｡ 尿は代謝
ケ ー ジで 24時間尿 を採取した ｡
外来性 82se 濃度iま用量依存的に上昇したが (Fig. 4)､ 血清 ､ 肝臓および腎臓に おける外
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来性 82se の 回収率は ､ 投与 1 時間後に解剖したラ ッ トの回収率と比較し減少したo この減
少は特に肝臓中に おい て顕著に観察された (Fig. 5)o
投与 1 時間後か ら､ 24 時間後まで の肝臓中の外来性 82se の 消失は投与量の 16_24 % であ
つ たo 一 方 24時間後の尿中 へ の外来性 82se の排他畳 は 32-43 %となっ た ことから､ 1 時間
後に肝臓に 取り込まれたセ レ ンの大部分はメチル化代謝され ､ 尿中に排鞭されて い ると推
測された｡
血清､ 肝臓上情および尿中の外来性 82se の elutio n pr ofile を Fig. 6 に示した o 投与 24時
間後には ､ 外来性 82se は血清中におい て ､ eG Px と sel P と 一 致する溶出時間に検出された
(Fig･ 6a)｡ 肝臓 (Fig. 6b) お よび腎臓上滑 (data n otsho wn) において は外来性 82se は cGPx
と考えられる ピ - ク と - 致し､ これらの ピ - ク は用塵依存的に上昇して いた o 投与量が10
SeFLg/kg body w eight 以上の尿中 にお い て は ､ 未変化の セ レン酸と尿中主要代謝物の 他に
T MSe と考えられるピ - クが検出された (Fig･ 6c)o 尿中の 定量結果と､ elutio nprofile から
算出した尿中主要代謝物の 回収率は､ 投与量の低い試料か ら順に ､ 17.1､ 17.臥 19.5､ 19.7､
ll.7%となっ た ｡
査定 嘩 L 魁&ヱ劫 _
8 週齢 のラ ッ トに対 し ､ 安定同位体標識セ レ ン酸および亜セ レ ン酸ナトリウムを､ それ
ぞれ50FLg Se/kgbody w eight､ 10FLgSe侮 body w eightの用量で単回尾静脈投与し､ 5､ 15､
3 0､ 60､ 180分後に解剖した｡
セ レン酸投与群 の血清にお いて は､ 投与後 1 時間後まで外来性 82se 濃度 は減少し, そ の
後 3 時間まで ほぼ 一 定の 濃度を保っ て いた (Fig. 7a)o 肝臓および腎臓上清中にお いて 臥
投与 1 時間後まで外来性 82se 濃度 は上昇し､ 肝臓では 1 時間以降は低下､ 腎臓において 柱
わずかに 上昇した (Fig. 7b, c)｡ 血清および臓器中の Se の回収率は投与 1 時間後がもっ と
も高く ､ 32 %となっ た (Fig. 8)｡ 亜セ レン酸投与群の 血清にお いて ､ 外来性 82se の濃度は
30 分 まで は低下 し､ そ の 後セ レ ン酸投与群 と同様に上昇した (Fig. 7a)o･肝臓および腎臓
にお いて は ､ セ レン酸投与と同様q)変化を示 した (Fig･ 7b, c)o 血清および臓器中の
.
S
.
e の
回収率は､ セ レン酸同様に投与 1 時間後がも っ とも高かっ たが (50 %)､ 全 ての 時間にお
いて セ レン酸と比較 し､ 亜セ レン酸の 回収率は高い結果とな っ た (Fig. 8)｡ 尿は解剖後に
勝朕から直接採取したため ､ 尿中の 外来性82se濃度の定量はで きなかっ た｡
血清､ 肝臓上清お よび尿中の外来性 82se の ehltio nprofile を Fig. 9 に示 した ｡ なお亜セレ
ン酸投与群にお いて は ､ 1および3時間後の尿 は採取しなかっ た｡
セ レ ン酸投与群で は､ 投与 1 時間後におい て も血清中にセ レン酸として 存在しており ､
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3 時間後には消失した o 投与 1 時間後で は sel P と考 えられるピ - クが検出され､ 3 時間後
には有意に上昇した (Fig･ 9a)o 肝臓上滑中にお いて 札 投与 5 分後に は代謝物 A が検出
され ､ 3 0分後に は代謝物 B が検出された (Fig･ 9b)o 腎臓上帝中にお いて ほ､ 投与 30分後
まで はセ レン酸の ピ ー クが検出され ､ 3 時間後に は肝臓上清中の 主要セ レ ン代謝物 B と同
様の 溶出時間に外来性 82se の ピ - クが検出され た (data n ot sho w n)｡ 尿中にお いて は､ 投
与 3 時間後までセ レン酸の ピ - クが検出され､ 投与 3 0分以降で尿中の主要代謝物が検出
された (Fig. 9c)0
亜セ レン酸投与群の 血清中では ､ 投与後 5 - 15 分において 溶出時間 15.6 分に 82se のピ
- クが検出された o また ､ セ レン酸投与群同様に , 投与 1 時間後には selP の ピ ー クが検
出され ､ 3 時間後に は有意に上昇した (Fig･ 9 d)o 亜セレン酸を尾静脈投与する と､ 迅速に
赤血球中に取り込まれ 【su zukiet al･, 1998;Shiobara et al.
,
1999]､ セ レナイドにまで 運元さ
れる [Hsieh andGanther, 1975]o その後血凍中に移動したセ レナイ ドは 【Gasie wicz andSmith,
1978]､ 選択的にアル ブミ ンと結合する ことが明らか となっ て いる [Su 2nkiet al, 1997, 1998;
Shiobar aand Su z uki
,
1998;Sandholm 1975]o しかしながら､ 今回得られた溶出時間15.6分の
ど - ク 臥 亜 セ レ ン酸の 溶出時間と 一 致し､ アル ブミ ンに結合して い る と考えられ るピ ー
ク は検出されなか っ た o 試料は測定する まで -2 0℃ で保存して いたが ､ アル ブミ ン に結合
したセ レン は安定性が低 いと考え られる ことか ら､ 保存して いる 間に亜セ レン酸にまで 酸
化された と考えられ たo 実際､ アルブミ ンに結合 したセ レ ンの安定性を検討した ところ ､
その安定性は低く ､ 容易に畢セ レン酸にまで 遠元された (data notsh. w n)｡ この ことから､
亜セ レン酸投与 5 -15 分後の血清中で検出された 15.6 分の ピ - ク はアル ブミ ンに符合 した
82
se が酸化され て ､ 亜 セ レン 酸と して検出されたと示唆され た｡ 肝臓上清中で は , セ レン
酸同様の結果が得られた (Fig･ 9e)o 腎臓上清で は､ セ レン酸投与群と同様に 3 時間後に は
代謝物 B が検出され たが ､ 亜セ レ ン酸と考えられる ピ - クは検出されなか っ た (data n ot
show n)o 尿中で は 30分後に尿中主要代謝物と 一 致する ピ - クが検出された (Fig. 9f)o
1.4 考察
以上の結果から示唆 される 2種類の 無機セ レン化合物の代謝機構をsche m el に示 したQ
亜セ レン酸 臥 血流中で 迅速に赤血球に取り込まれセレナイ ドに まで 還元された後 ､ ア
ル ブミ ン に結合 して肝臓に輸送され たが ､ セ レン酸は赤血球に は取り込まれず､ 投与 1時
間後にお いて もセ レン酸として 血流中に存在 して い た (Fig. 9a, d)｡ しか し､ セレン酸の肝
臓 へ の 取り込みも迅速 に行われて お り､ 移行後は亜セ レン酸と類似した動態 を示した こと
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か ら (Fig･ 9b, e)､ セ レン酸は肝臓中に取り込まれた直後に還元されたと考えられた o
投与 したセ レン化合物の うち ､ 亜セ レン酸ほ ほとん どがセ レン タンパ ク質に利用された
か メチ ル化代謝されたが ､ セ レン酸の大部分はそ の まま尿中に排継され､ set Pへ の取り込
桝ま両者で 4-5倍の 違いがあっ た (Fig. 3a, d)0
亜セ レ ン酸は赤血球中 に迅 速に取り込まれ ､ 還元され た後アルブミ ン と符合し肝臓 へ 運
ばれ る o したが っ て ､ ラ ッ トに尾静脈投与された亜セ レン酸は糸球体で ろ過されず､ 亜セ
レ ン酸は直接尿中に排他されな いと示唆された ｡ しか しなが ら､ セ レン酸は月干臓に直接取
り込 まれ るか , または糸球体で ろ過され尿中 へ と排推される と考えられ た｡ 肝臓による取
り込みと ､ 腎臓の糸球体で の ろ過の 比率は各投与量 (5､ 10､ 5 0､ 100､ 20 〝g Se/kg body
w eight) で ほぼ - 定となっ た (Fig. 5)0
アル ブミ ン に結合したセ レン は酸化されやすく ､ in vit,o あるいはおそ らく in vivo にお
いて も亜セ レ ン酸に変化すると考えられる (セ レナイド (-2 価) - 亜セ レ ン酸 (＋4 価))0
また ､ in viv o にお いて ､ 亜セ レン酸は血紫と赤血球間を循環し､ 持続的にセ レナイ ドを生
成 して い ると考えられる ｡ セ レナイ ドは反応性が高く自らが還元剤となり悟性酸素を発生
させ ると考えられるため 【Garberg et all, 198;Klam er, 1988;Ya n a nd Spallholz, 1993;Te, ada
et al･
,
1999]､ 特に血流中にお い て ､ セ レン酸は亜セ レン酸と比較し活性酸素種に 由来する
毒性が低いと考えられた｡
HP LC-ICP M S法による β1e m e ntal spe ciatio n に よっ て ､ 2 種類の無機セ レン化合物の 生体
内に おけ るセ レ ン の代謝機構の類胤克と相違点 を明らかにする ことが出来た o また , 代謝
物の spe ciatio n と マス の検出感度をあげる目的で安定同位体で標識された 82se 化合物を用
い たが ､ 安定同位体 を用い る ことで ､ 低用量 の セレ ン化合物投与時に お心 て もセ レン代謝
物の検出が可能となっ た o
今回得られ た結果は , 臨床また は栄養学的応用 における無機セ レン化 合物の 利用 の検討
の みな らず､ 上記 に示 したような生体内にお けるセ レン の m etabolic regulatio n を示 唆する
上で有益な情報を提供で きたと考えられる o
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2. 尿中セ レ ン代謝物の 同定
2.1 目的
生体内に摂取されたセ レンは仮想中間体で あるセ レナイ ドに変換された後､ セ レンタンパ
ク質と して 利用され ､ 余剰なセ レン はメチ ル化代謝されて排他さ れる ｡ 中毒レベ ル以上に摂
取最が増加 すると ､ 尿中 にT MSeが 排他さ れ る こ とは知られて い るが [Ganther, 1986]､ 栄養
レ ベ ル における セ レ ンは尿中 にモ ノ メチル化物として 排fLPされる もの の [Vadhan avi kit et all
1993]､ その 代謝物の 構造は明らか になっ て いなか っ た<, これ まで 当研究室で は ､ 栄養 レベ
ル で 尿中に排継され る主要なセ レン代謝物が ､ 尾静脈投与時に肝臓上滑に検出されるセ レン
の 主要代謝物Bと 一 致す る ことを明らかに しており ､ MM Se[Itoh a nd Su z uki, 197] かM MSe
の 叛似物と想定して い たが同定に は至 っ て い なか っ た ｡ しかし ､ 最近 にな っ て ､ 当研究室に
お いて H PL C･ESI M S/M Sを用 いたm ole cular speciatior)により ､ 尿中主要代謝物が80seとして ､
分子畳29のSe- m ethyl･N･ a c ety1s ele n ohex o sa min e(セ レン糖) である ことを明らかにした [ogra
et al. , 2002]o しか し､ タ ンデム マ ス ス ぺク トロ メ トリ - の結果から､ 分子量や官能基ほ明ら
か にな っ たもの の , 立体配置 を含めた構造ほ明らかとな っ て い ない ｡ そ こで尿中の主要セ レ
ン代謝物の 構造 を1H NM Rにより推定し､ さ らにNM R の緒果から推定されるセ レン代謝物の
合成を行い両者を比較することで ､ 尿中主要代謝物の構造を確定する ことを目的とした｡
2.2 方法
ⅠⅠ-3 で共通の項目 につ い て は本章に記載した ｡
鼠藍
D -ガラク トサ ミ ン塩酸塩 ､ ウレア - ゼ (Jack be an s) と尿 素窒素測定キ ッ トは和光純薬工
業杯式会社 (大阪)か ら購入 した o ジメチルジセ レニ ドは Acros Organic (Ge el, Belgiu m)
から購入 したo そ の他の試薬は特級を用い た o
昆虫段数勉+ 皇_k之鑑L塑造製
8 週齢の Wistar系雄性ラ ッ トに ､ 標準試料 (c E-2) と 2 ppm の亜セ レン酸ナトリウム を
含んだ飲料水 を自 由 に摂取させ ､ 代謝ケ - ジで 24 時間尿 を採取した｡ 尿中のセ レン濃度
はICP MS法 により､ 化学形 はゲルろ過カラム で ある GS-2 20 HQカ ラム を用いて ､ HPLC JCP
M S法 により確認した｡ 尿中のセ レン代謝物を精製するため､ 尿試料をウレア - ゼ処理し､
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メ タノ - ルで脱塩した後に浪締したo シリカゲルカ ラム (M er ck, 230_400m esh) によりセ
レン の 主要代謝物と尿中の爽雑物を分離した o シリカゲルカ ラムで 分離した フ ラクシ ョ ン
のうち ､ セ レン含有盈の 高い フラク シ ョ ンをさらにゲルろ過カラム を装着した HPL C によ
り精製 し､ 凍結乾燥 (NE O C OOL D C･55 A､ ヤマ ト科学､ 東京) を行っ た後､ 重 メ タノ -
ル (C D,O D)( 和光純薬)に溶解させ 1H NMR の測定をしたo
皇立 郎 L
セ レン糖の合成は過去の文献を参考にして行っ た [Tar asiejska and Jea nlo z, 1958; Baker et
all
,
1954;Ogra etaZ.,200 1]o
37･5 mlの銀水ビリジ ン中で 5.0 g の D瑠 alacto samine hydrochlo ride (1) と 25 mlの 無水酢
酸を室温で 一 晩反応させたo 反応溶接を 500 ml のク ロ ロ ホルムで希釈し､ 30 mi の精製水
で洗っ た o そ の後､ 2 0ml の飽和炭酸水素ナトリ ウム溶液で 2 回洗浄した｡ 洗浄後の溶液
から ビリ ジンを除去するた め､ 濃紺色の ビリジ ン ･鋼錯体の 墨色が消えるまで 10 % の硫化
銅溶液 2 0ml で 3 回洗浄し､ 最終的に精製水で再度洗浄した｡ 有機溶媒層を硫化マ グネシ
ウム で 乾燥した後 ､ ク ロ ロ ホルムを ロ ー タリ - エ バボレ - 夕 - で 除去し､ シ ロ ッ プ状の 残
渡を少量の無水エ 夕ノ - ル を用いて結晶化させ ､1β- D -gala cto s aminepenta ac etate(2)を47.6 %
の収率で得た o
2 0ml のジク ロ ロ メタン中に 500mg の pentaa c etate (2) を腰濁させ , 0.4 ml の四塩化チ
タン と反応させ た ｡ 反応 により生成した黄緑色 の沈殿物は 3 時間加熱還流する ことで溶解
したo 反応溶液を ロ - 夕リ ー エ バボレ ー 夕 - で濃縮し､ 残渡をク ロ ロ ホルム で 希釈したo
ク ロ ロ ホル ム層を冷却 した精製水 で 2 回洗浄後､ 冷却した飽和炭酸水素ナ トリウム 溶液で
洗浄した. 有機溶媒層を硫化 マ グネシ ウム で 乾燥した後 ､ ロ ー タリ ー エ バ ボ レ ー 夕 - で溶
媒を除去したo 残波はシリカゲルカラム (5 %メタノ ー ル/ク ロ ロ ホルム 溶根) で精製し､
56 % の収率で 1α - chlor ogala cto s amin etetra a cetate (3) を得た o
263 m g の tetra ac etate (3) とメチルセ レンナ トリウム を o.7 mlの アセ トニ トリル中で 1
時間室温で反応させたo メチルセ レンナ トリ ウム はジメチルジセ レ ニ ド(136FLl)を54.6 mg
の水素化ホウ素ナ トリウム と加熱還流する ことに よっ て in situ で発生させた ｡ 反応溶液は
ロ ー タリ ∵ エ バボ レ ー 夕 - で 除去し､ 残澄枝 シリカゲルカラム (20 %メタノ ー ル/ク ロ ロ
ホルム溶液) で精製し､ 73% の収率で結晶として 1β- m ethyls elen otetra a cetate (4) を得た o
100 mgの tetra a c etate (4) を2 ml の無水メタノ ー ル中でナ トリウムメ トキシド (23 6FLl;1
M のメタノ - ル溶液) と室温で 16 時間反応させた ｡ 目的物質 (5) は 88 %の 収率で結晶
として 得られた o 構造決定の測定に用い る ため ､ 目的物質 (5) は 1 0% の脱イオ ン水/メ
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夕ノ - ル溶液によっ て 再結晶した｡
各化 合物は 1月二､ 13c NM R(JEOL JN M･ECP 600､ 東京)､ fast ato m bo mbardm ent_ m a s s
spe ctr o m etry (FAB- MS) によっ て同定した ｡
1P- m ethyls elen otetr a a cetate (4); mp 218-22 0℃ ､ [c']
2
D
5
-29
･
4 (c o,54
,
CH,OH)､ F A B- MS :
calcd･ forC15H2408N Se‥426･0667､ fo und:42 6･0667､ 1H NM R(60 MHz
,
CDCl,)a:1.97(3H,
s)､ 2･01 (3H, s)､ 2･05 (1 H, s)､ 2･14(1H, s)､ 2･17(1H, s)､ 3.91(1H, i, J=6.7 Hz), 4.12
(1H,dd, J-11･3,6･7Hz)､ 4･16(1H,dd, J=113,6･7Hz)､ 43 9(1 H,dd,J=2 0.4, 10.1Hz)､ 4.72
(1H, d,J-10･4 Hz)､ 5･06 (1H
,
dd
,
I-10･9
, 3･3 Hz)5･36(1 =,dd,J=6･7,9.2 Hz)､ 5.40(1H,d,
J-3･4 Hz)､ 13cNM R(125 M Hz, CI) Cl,)8:2.81､ 2 0.69､ 2 0.7 0､ 20.7 2､ 2338､ 49.83､ 61.58､
66･93､ 71.19､ 75.5 5､ 79.09､ 170.19､ 1 70.2 3､ 17 0
.
42､ 1 70.78
1β- m ethylselen o-N - a c ethyl-D -gala cto sa min e(5); mp2 55-257 ℃ (de co mpo sitio n)､ [α】
2
,
4
.16･4
(co･51, H20)､FA B- M S:calcd･forC,=1805N Se:3 00･ 3 50､fo und:300･0346､ 1H NMR(600M Hz,
CD,OD)(Table2)､ 13c N M R(125 M Hz, CD,OD)8:2･29(-SeM e)､ 22･98(Me of- N H C O Me)､
49･47(C-2)､ 62･76(C･6)､ 69･92(C-4)､ 74･22(C-3)､ 80･85(C-1), 81.96(C-5)､ 173.88(CO of
-NfⅠC O Me)
地 金放免盤
ICP M S の機器の設定はIl-1 に準じたo
HP LC の条件ほ以下に示 した ｡
c olum n Asahipa ck GS-22 0 HQ (7.6×2 50 m m､ 7.6×5 0 m m の ガ - ドカ
ラム を装着) (昭和電工 ､ 東京) (siz e- e x clu sio n c oltlm n)
elutio nbuffer deio niz ed w ater
no w r ate 0.6 mi/min
s ample v olu m e 20FLl
2.3 結果
の3
2 ppm の亜セ レン酸ナトリウム を含んだ飲料水 を自由 に摂取さ せた ラ ッ トの尿中で 杜､
当研究室 において HPL C- E SI MS/MS の結果より se- m ethyl-N- a c etyl-sele n ohex o s a mine (セ レ
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ン糖)と推定された尿中主要代謝物と､ わずか に unkn o w nなセ レン化合物が検出された(data
n ot sho w n)o シリカゲルカ ラム にお いて ､ 主要なセ レ ン代謝物ほク ロ ロ ホル ム メタノ - ル
溶媒で はメタノ - ル 40-5 0%､ 酢酸エ チ ル メタノ - ル溶媒で はメタノ ー ル 40% に溶出したo
シリカゲル カ ラム を 馴 ､て精製したサン プル を G S-220 HQ カラムに導入 したところ ､ 17.5
分か ら 18分にセ レン含有の もっ とも高い フラク シ ョ ンが得られた｡ 3 回の 分離を行いセ レ
ン として合計59.4〃gの尿中代謝物が得られた｡
屋生玉登塩艶 曜 L
H P LC- ESI M S/M S の結果よりセ レン糖と推定される主要代謝物は､ 80se として 2 9 で あ
ると推定されて いる ことか ら約 o･2 mg のセ レ ン糖を 1H N M Rサ ンプルとして用いたことに
なる o lH NMR 測定で は､ 1位の C H,Se- および 2 位の C H,CO NH一 に由来する ケミカルシ フ
トが観察された (Fig･ 10)o さ らに､ 3位と4位の プロ トン の ス ピン - ス ピン結合定数か ら､
4 位の水酸基は gala cto s a min e型 で あり､ c H,Se 基は 1 位と 2 位の プロ トンの ス ピ ン ス ピン
符合定数か らβ型 をと っ て い る ことが分か っ た (Table. 2)｡ 以上の ことか ら尿中の主要なセ
レン代謝物は 1サm ethyls elen o･ N･ a c ety18 gala cto samin e で ある ことが推定された Q さらに尿
中の主要なセレン代謝物を確定するために 1H NMR の結果から推定される主要代謝物を合
成し(sche m e2)､ 合成セ レン糖と尿か ら精製したセ レンの 主要代謝物の 1H NM Rを比較し
た o そ の結果､ 尿中の 主要なセ レン代謝物は 1･β- m ethyls elen oI N - a c etyl-D -galacto s amin e で あ
る ことが確定した ｡
2.4 考察
尿中セ レン代謝の 同定に HPLC 法が利用されるまでは ､ 尿中に排推され る主要なセ レ ン
代謝物は T MSe で ある と認識されて いた 【palmer et al･, 1969]Q しかし､ 1985年に Kr au sら
が HPL C法による尿中の TMSe 分離法 を発表して 以来 【Kra u s et al., 1985]､ H PL C法 による
セ レン の尿中排壮 に関する研究がい くつ か報告され ､ 栄養レベ ルにお ける尿中の主要なセ
レン代謝物は必ずしも TMSe で はない ことが明らかとなっ た. しかし､ TMSe 以外のセ レ
ン代謝物が どの よう な形態で あるの かは明らかに なっ て いなか っ た o 1987年に Ga nthe･r ら
によっ て ､ 尿中に排推され る u nkno w nな代謝物の ひ とつ が ､ セ レンの モ ノメチル地物で あ
る こ とが明らかとなっ たが ､ そ の詳細な化学形 柱不明なままで あっ た ｡ しか し､ 当研究室
にお ける H PL C-E SI MS/M Sを用 い た尿中で 検出され るセ レン の 主要代謝物の m .1e ct11ar
spe ciatio n の 結果と 【ogra et all 2 001]､ 本論文で報告した尿中主要代謝物とそ の合成品との
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1
H N M R の比較から (Table 2)､ 栄養レベ ルのセ レン化合物を摂取した ラ ッ トの尿中に検出
され るセ レ ン主要代謝物が ､ 1-β- m ethylsele n o- N - a c etyl- D -gala cto s amin e(セ レ ン糖) で あ る
ことが明らか とな っ た o ラ ッ トの尿 中に検出されたセ レン糖が ヒトの尿中にお いて も検出
され た ことか ら (data n ot show n), 必須 微量元素で あるセ レン は､ 晴乳煩にお いて通 常セ
レン糖として尿中に排他されて い ると示唆された ｡
セ レン糖 は ､ 今 回新た に 天 然 で み い だされ た新規化合物 で あ る が ､ セ レン と同様に
m etalloid に属する ヒ素糖は､ 海草類 [Edm o nds a nd Fran c es c oni, 1 981】､ 甲殻類 【Edm o nds etal‥
192], 軟体動物 [Lai et alり 1999] な どの海産物にお小 て検出される ことが分かっ て いる｡
ヒ素糖はリボ - ス 骨格を有しその 5 位にアルセノ基が付加して いるが ､ セ レン糖は N_ アセ
テル ガラク トサミ ン骨格を有し､ 1 位にメチルセ レノ - ル基が付加 した構造とな っ て いる
(Fig･ 2(5))o また ヒ素糖は ､ 噛乳叛の体内にお いて 生合成されず､ 体内に取 り込まれた後
剛毛謝されて ジメチル アル シ ン酸として尿中に排壮されるが 【Ma and Le, 1998〕､ セ レン糖
は生体内で生合成され尿 中へ と排他され る ｡ 従っ て ､ ヒ素糖とセ レン糖はそ の構造の みら
なず､ 噛乳頬における生合成や代謝に関して も明確な相違がある｡
急性毒性畳 (5 00mg/kg body w eight) の ジフ ェ ニ ル ジセレナイ ドを投与した マ ウス の尿
中か らヒドロ キ シ フ ェ ニ ル セ レノ - ルと フ ェ ニ ルセ レノ ー ル の グルク ロ ン酸抱合体が検出
され て いる 【Adam s et al. , 1989]｡ 生体内で 臥 ウルジン ニ リン酸ダルクロ ン酸 (tJ DPザ ル
ク ロ ン酸) がグルク ロ ニ ル基の供与体となり ､ u D Pグルク ロ ノ シルトランス フ エ ラ ー ゼの
作用により ､ ヒリル ビンやステ ロ イ ドなどの内因性物質､ 薬物やそ の代謝物で分子内に ヒ
ドロ キシ ル基 ､ カルポキシル基､ アミ ノ基､ チオ ー ルな どを有する化合物に グルタ ロ ニ ル
基の付加 が行われる o これ により化合物の 極性が高まり ､ 尿中や胆汁中 へ 排捜されやすく
な る o この ように ､ グルタ ロ ン酸抱合反応は ､ 解毒機構で 重要な位置 を占める ことが分か
つ て い る｡ 今回明らかとな っ たセ レン糖もグルク ロ ン酸抱合と同様に ､ N _ アセテ ル ガラク
トサ ミ ン とセ レンが解合する こと によっ て 極性が高まり尿中 へ 排他されやすくなっ たと考
えられる ｡
ラ ッ トの尿中へ 排鞭 され る N- アセチル ガラク トサ ミ ン型 の代謝物と して ､ 4 位と 6. 位に
硫酸が結合したN- a c ety1gala ctos a min e4,6-bissdfateが報告されて い る [lshihar a et al･, 197qa]o
この 代謝物は糖ヌク レオチ ド 【Harada et al., 1967; Nakanishiet al., 1970] や グルコ サミ ノダ
リカ ン 【Su z ukiet al., 1968; Ann o et al., 1971】 に存在して いる ことが明らか となっ て いる o
ま た ラ ッ ト に対 し て 標 識 さ れ た 無機 の 硫較 塩 を 腹腔 内投 与 し た 際 に 尿 中 に ､ N_
a c ety1gala cto s amin e 4,6-biss ulfate として 排他され る ことも報告され て い る [lshihar a et al.,
1976b】｡ しか し､ 硫酸塩と 同様の酸化数で ある＋6 価の 無機の セ レ ン酸ナトリ ウム を尾静脈
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投与 したラ ッ トの尿 で は ､ 未反応 の セ レ ン酸もしくは 1位に メチルセ レノ - ル基を有する
セ レン糖が検出された o 体内に摂取され たセ レン 化合物 臥 無機で あれ有機で あれ ､ いず
れも ー2 価のセ レナイ ドに なっ た後セ レン タンパ ク質 に利用され るか ､ メ チル化代謝されて
緋鯉され る o この ことか ら､ ラ ッ ト尿中に排推 される硫黄含有の 代謝物と ､ 今回明らかと
な っ たセ レン糖は異な っ た経路で 合成されると考えられ るo
N - アセテ ルガラク トサミ ンの糖転移に必要なヌ ク レオチド糖は u D Pで ある ことが明らか
となっ て いる ことか ら､ おそ らく糖の 供給体と して U D P-N- アセテルガラク トサ ミ ンが使用
され ､ トラ ンス フ ェ ラ - ゼの働きに よりセ レナイ ドが付加 した後､ sA Mとメチ ル トランス
フ ェ ラ - ゼ によりメチル化されて セレン糠が生成すると考えられた (schem e3)a
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Table 2･ 1H N M Rspe ctra) data ofthe u rna rySe metabo”te and synthet】c
SeJeno sugar.
Po sitiona Urina
辿 _pr
otons, m u一tiplicity, c o up)ing c onstants
Se m etabo)ite S nthetic s eleno s uarb
1･ Me
2-Ac
4･61(1 H, d, J=1 0.4 Hz)
4
･
13(1 H, t, J=10.4Hz)
3
･
54(1H, d d, J=1 0.4, 3.3 Hz)
3r89(1H, d, J=3.0Hz)
3･4 9(l H, dd, J=6.0, 5.9 Hz)
3･7 6(1 H, dd, J=1l.5, 6.9 Hz)
3･6 9(1 H, dd, J=1l.5, 5.2 Hz)
2.0 8(3 H, s)
1.96(3 H, s)
4･61(1 H, d, J=1 0.4 Hz)
4･13(1 H,t, J=1 0.4 Hz)
3･54(1H, dd, J=10.l, 3.3 Hz)
3･89(1 H, d, J=3.3 Hz)
3･49(1 H, dd, J=6.0, 5.5 Hz)
3･7 6(1H, dd, ム11.5, 6.9 Hz)
3･6 9(1 H, dd, J=1l.5, 5.2 Hz)
2.0 8(3 H, s)
1.9 6(3 H, s)
a The po sition ofprotons w ere de s cribed inSche m e2.
blサ m ethyls eJeno - N･ a c etyLD-ga)a ctos a min e
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3. 肝臓中セ レン代謝物の 同定
3.1 目的
亜 セ レン酸ナ トリウム を尾 静脈投与したラ ッ トの 肝臓上暗中には､ 投与後 30 分から 12
時間まで 2 つの 主要なセ レン代謝物が存在し､ 当研究室で はこ の代謝物をゲル ろ過カラム
上 の保持時間の早い順に代謝物 A お よび代謝物 B と佼称して きた｡ 後者は尿中の主要な
セ レ ン代謝物と 一 致 し ､ 本論文中に お い て ､ 1サ m ethyls elen o-N- acetyl-D -gala cto s amine (セ
レン糖) である ことを報告した ｡ また in viv o において代謝物 A の低下 と共に代謝物 B (セ
レン糖) の 増加が観察される ことと (Fig･ 9b, e)､ in vitro において ヨウ化メチル を用 いて
代謝物 A をメチル化する と代謝物 B にな る こと (data n ot sho w n)､ さらに代謝物 A はメチ
ル化阻寄剤で ある過 ヨウ素･酸化アデノシ ン (PAD) によっ てセ レン糖 へ の移行が阻昏され
る ことも明らかとなっ て いる ことから (data n ot sho w n)､ 代謝物 A はメチル化により代謝
物 B とな る前駆体と推定した｡ 代謝物 B の前駆体と考えられる代謝物 A の構造を明らか
にする ことは ､ 栄養 レベル に おけるセレン の代謝機構の解明におい て有益な情報を得られ
ると考えられる ことか ら, 代謝物 A を肝臓上清中から生成し､ HPL C_E SIMS/M S法による
m ole cular spe ciatio nに よっ てそ の構造を推定する ことを目的としたo
3.2 方法
鼠藍
ア デノ シ ン ､ 過ヨウ素酸ナ トリ ウム ､ 酢酸お よび水 酸化 ナトリウム は和光純薬か ら購入し
fr o
A の
高濃度のAを得るため､ メチル化阻害剤で あるPADを100FLm Ol/kgbody w eightの用量で腹腔
内投与し､ そ の3 0分後に亜セ レ ン酸ナトリウム を100Fig Sekg body w eightの用量で尾静脈投
与したo 亜 セ レン 酸投与3時間後に肝臓を摘出し ､ 40 %B干臓上清を得た ｡ 肝臓上清か ら高分
子 を取 り除くため に ､ D IA FLO⑳限界ろ過膜 (y M IO､ Amic o n､ 東京) を用 いて 限外ろ過し
(山tr afiltr atio n cell82 00､ Amic o n,)､ 凍結乾燥に て濃縮した後 ､ ゲルろ過カラムで あるGS_320
7 Gカ ラム を装着したH PL Cに より精製した ｡ さ らに ､ セ レ ン濃度の 高い フラク シ ョ ン を陰イ
オ ン交換カラムで あるP R P･ X IOOカラム を装着したHP L Cにより精製し ､ 凍結乾燥により濃締
した後､ HI'LC-ESI M S試料とした｡
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なお ､ pAD は Hoffm an の方法に従っ て 合成した [Ho触Ia n, 198 0]o
娘 過払£旦急逝急性
ICPM S の機器の 設定 はII･1 に準じたo
HI'LC の条件は以下に示 した｡
colu m n As abipa ck OS･320 70 (7.6×5 00m m､ 7.6×50m m のガ - ドカラム
を装着) (昭和簡工 ､ 束京) (siz e･ exclu sio n ｡｡1u mn)
elutio nbtlfEer lOm M am m o niu m ac etate (pH7.4､ 25 ℃)
幻o w r ate 1.0 ml/min
colum n Hamilton PRP- Ⅹ 100(4･1×2 50 m m､ Re n o､ US A) (anion･ e x cha nge
colu m n)
elutio nbuffer lOO m M am m o niu m a cetate (pH7.4､ 25 ℃)
flo wr ate 1.0 ml/min
鴎 £ 旦公転底魚
E SI M Sは API30 0triplequ adrupole m ass spe ctr om eter (アプライドバイオシズテムズ､ 東
京) を用い た｡ 機器の設定は以下に示 した｡
spr ay v oltage
turbo-ga ste mperatu r e
collis o ngas(N2)pres sure
Hf'LC の条件は以下に示 した｡
c olurrm
4200V
450℃
4u nite s
As abipack GS-32 0HQ (7.6×250 mm ､ 7.6×5 0m m のガ - ドカ
ラム を装着) (昭和電工 ､ 東京) (size -exclu sio n c olu m n)
elutio nbuffer 10m M a m m o niu m a cetatebH 7.4､ 25℃)
no w r ate 1.0､ mi/min
s ample v oh m e 10FLl
3.3 結果
旺盛盟主宝鑑 姐 A 旦盤製
ラ ッ トに高用量 (50FLg Se/kg body w eight 以上) の セ レ ンを尾静脈投与すると ､ 肝臓中
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の タ ンパ ク質に非特異的に結合す ると考えられ るピ - クが検出される こ とか ら､ 排除限界
M W 10
,
00 の限外ろ過膜を使用 しろ過する ことで肝臓中の タンパク質 に非特異的に押合 し
たセ レ ンを除去 した o 得られ たろ液を濃縮するため に凍結乾燥し､ 精製水で 希釈した後ゲ
ルろ過カラム で ある GS-32 0 7 Gに導入した o G S･320 7G カラムにおい て 1 3分から 14分に
セ レン含有の もっ とも高い フラク シ ョ ンが得 られた o この フ ラクシ ョ ン中に含まれるセ レ
ンの化学形と爽雑物の 除去を確認するために G S-32 0 7 Gカラムを装着した I CPMS･に導入
した ところ目的物で あるセ レ ン代謝物が含ま れ 大部分の 爽雑物との分離が 可能とな っ た
(data n ot sho wn)o この フ ラク シ ョ ン の前後 1 分間の フ ラクシ ョ ンを混合し､ 漉略するた
めに凍緒乾燥したo GS-320 7G にお いて肝臓中にみ られるセ レンの 主要代謝物と､ 肝臓中
の O SH の保持時間 は近接して いるo そ こで ､ 凍結乾燥後の試料を精製水 で 希釈した後､
セ レン主要代謝物と o sH を分離する目的で陰イオ ン交換カラムである P R P･ Ⅹ 1 00に導入
した Q PRY-Ⅹ 100カラム において 10分から 11分にセ レ ン含有の もっ とも高い フラクシ ョ
ンが得られた o この フ ラクシ ョ ン中 に含まれる セレン の化学形と爽雑物の 除去を確認する
ために GS･3207Gカラム を装着したICP M Sに導入 したところ GSHとの分離が可能となり ､
さらに爽雑物との 分離も進行した (data n ot sho w n)o この フラクシ ョ ン の前後 1 分間の フ
ラク シ ョ ンを混合し ､凍結乾燥により試料を潰締した後 H PL C-ESI M S/M S用の試料とした o
丑 嘩 L
HP L C-ESI M Sにはセ レンとして 2ppm のセ レン代謝物を含む試料を 10FLl導入 したo 試
料中には爽雑物も存在 して い たが ､ セ レンの代謝物の 保持時間と異なる ためセ レン代謝物
の みを E SI M Sに導入する ことで分離可能となっ た (data n ot sho w n)o セ レンは自然界に 6
つ の同位体が存在し､ そ れぞれの質量数と天然存在比は74se(o.89%)､ 76se (9.36 %)､ 77se
(7･63 %)､ 78se (2 3･78 %)､ 80se (49･61 %)､ 82se (8.73 %) となっ て い るo この 特徴的な
同位体の存在 はセ レ ン代謝物の マ スス ペ ク トル を解析する上で 役立 つ 情報を与 えて くれ た｡
セ レンの 同位体を含む シグナルは po sitiv eio n m ode において rn/z 59 1付近と 753付近に検
出され ､ その 他の m/z とそ の強度か らこの ピ - クは質量数 8 0のセ レン を含んだピ ー クで
ある と示唆された (Fig･ ll)o これらの結果から ､ m/z 5 91および753は[M (
80se)'叩こ相当
する と示唆された o また n egativ eio n m ode に 蜘 ､て も同様に[M (
80se)一 郎こ相当すると考 え
られる m/z 589お よび 75 1にピ ー クが検出された (Fig. 12)｡ これらの 結果か ら､ 亜セ レン
酸を尾静脈投与した ラ ッ トの肝臓に見いだされるセ レンの代謝物は 80se として分子量 590
お よび752の混合体で あると推定された ｡
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合成セ レン糖を po sitiv eio n m ode にお いて HP LC-ESI tandem m ass spe ctr o m et r に導入し
たo m/z3 00の parentio n をfirstquadrupole(Ql)で 抽出し､ そ の後 s ec o ndqu adrupole(c ollision
c ell
, Q2) に導入 した o parentio n の 各フ ラグメ ン トは Q2 において誘導し､ フラグメ ントの
m/z をthirdquadrupole (Q3) で 測定したo
尿中の 主要代謝物のta nde m m assspe ctr o m etryの結果と同様に 【ogra et all, 2 0 2]､ c ollis o n
e n ergyが1 0eVの とき m/z 2 04のpr odu ctio nが検出され ､ このprodu ctio n枝尿中セレン の代謝物
からCH3SeHが除かれたpr odu ctio nで あると考えられた(Fig･ 13a)o また ､20eVにお いて m/z2 04
のprodu ctio nか らの H20お よびcH,C OO Hが 除去 した と考え られ るpr odu ct io nも観察された
(Fig. 13b)0
虻 嘩 L
セ レン糖はセ レナイ ドに糖が付加 した後メチル化されると考えられるが､ セ レナイドは非
常に反応性が高く ､ 肝臓中 に存在する 酸化塾 グル タチ オ ン(GSG)と反 応し グルタチ オ ン
c o njugateを生成する と考えられ る ｡ この ことか ら､ 代謝物Aほセ レン糖の メチル基の かわり
にG S Hが付加した化学形と推測した｡
グル タチオンは動植物組織 ､ 微生物に広く分布し､ 生体内で最も豊富なs H化合物であり､
そ の 化学形は グル タミ ン酸 ､ シ ス テイ ン , グリ シ ンか ら構成され ､ 分子量307の化合物で あ
るo po sitiv eio n m o叫こお い てG SHのHPL C-E Sltande m m ass spe ctr o m etryを行っ たと ころ ､
c ollis o n en ergyが20 eV にお い て m/z 308のpare ntionとGS Hか らグルタ ミ ン酸が除去された
pr odu ction (m/z 17 9) とグリシ ンが除去されたprodu ctio n(m/z233) が検出され (Fig. 14a)､
30 eVkおい て は､ グルタミ ン酸 (m/z 130) とグリシ ン (m/z 76) と考えられ るprodu ctio nが
検出された (Fig. 14b)0
圭望 嘩 L
HP L C-E SI MS か ら得 られ た肝臓中にお ける セ レン 代謝物の 情報をも とに positiv eion
m ode において H PLC-ESI M S/M S を行っ た o m/z 589(7&se)､ 5 91(80se)､ 5 93(82se) の 3
種類のpare ntio nの各フラグメ ン トを測定し, 構造の推定を行っ たo なお ､分子量 752はpar ent
ion の各フラグメ ン トが得られ なかっ たために構造の推定は出来なかっ た｡
Collis o n e n ergy が 10eV で は m/z 5 89 (78se)､ 5 91(80se)､ 593(82se) の フ ラグメ ン トは
観察されなかっ た(data notsho w n)o 2 0eV に上昇させるとpar entionの 他に 3種類の produ ct
io n が検出され､ 3 種類とも に
.
78se､ 80se および 82se で m/z が 2 ずつ 変化して いる ことか ら
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セ レ ンを含んだpare ntio nで ある と考 えられたo GS H の MS/M Sの結果から､ collis o n en ergy
が 20 eV の時に検出される各フラグメ ン トは､ 各par e ntion (m/z 589, 591､ 593) か ら､ グ
ル タミ ン酸が除去された produ ctio n(m/z460､ 462､464)およびグリシンが除去されたprodu ct
io n(m/z 5 14､ 5 16) と推定されたo また G Se= と考 えられる produ ctio n(m/z 386､ 388)
も検出された (Fig･ 15 A- C)o c ollisio n e n ergyが 40 eV kおいて各pare ntion から GSSeHが
除去された m/z 204のprodu ctio n､ GSSeHか らグルタミ ン酸が除去されたproductio n(m/z257､
259､ 261) およびグリ シ ンが 除去された produ ction (m/z 3 11､ 313) が観察された ｡ さら
に合成セ レン糖の緯果と同様に､ m/z 2 04 のprodu ctio n からの H20 および c H3C OOH が除
去したと考えられる produ ction も観察された (Fig. 15a- c)｡
これ らの結果から ､ 肝臓中のセ レン主要代謝物AはFig. 16 に示したよう に､ 代謝物B (セ レ
ン糖) の メチル基のかわりにG S Hが付加 したglutathione-S - c oq
･
ugateであると推定したo ,
3.4 考察
セ レン糖 (尿中主要代謝物 - 代謝物 B) は代謝物 A が sA M とメチル トランス フ エ ラ ー
ゼに
′
よっ てメチル化されて生成すると示唆される ことから ､ 代謝物 A か らセレン糖 へ の反
応を阻害し､ 高濃度の A を得るためにラ ッ トに pA Dを腹腔内投与した ｡ sA M はメチル基
を供与して S･ アデノ シルホモ シス テイ ン (SA H) になり､ この S A Hは sAH hydr ola seによ
りアデノ シ ンとホモ シス テイ ンに分解される ｡ pAD は この 分解を阻害 して SA Hを増加さ
せ る ことによりsAM からsA= へ のメチル基供与 にフィ ー ドバ ック阻害をか ける [Hof han
and M cCo n n ell
,
1987]o PAD を使用する ことによっ て ､ 結果として セレン糖へ の反応が阻害
され ､ 高濃度の A が得られた (data n otsbo w n)0
肝臓中で検出され るセ レン代謝物AのHP L C- ESI MS/M S の結果 臥 代謝物Aは80seと して ､
分子量590 の代謝物に加 えて ､ 75 2の代謝物が含まれて い ると推定された ｡ HPL C上で752の代
謝物 の 方がわずか に早く溶出される こ とか ら ､ 5 90 の代謝物と分離し､ 構造 を決定する必要
が ある o HP LC-E SI M Sか ら得られた肝臓中にお けるセ レン代謝物の情報をもとにpo sitive ion
m odeにおい て ､ 分子量591 のH P L C-ESItande m m ass spe ctr o m etryを行っ たと ころ ,
'
セ レン代謝
物Aは ､ 代謝物B (セ レ ン糖) のメチル基のか わりに GS Hが付加したglutathio n e-S･to njugateで
あ る と推定され た o 無機セ レン化合物を尾 静脈投与 した際の肝臓上清中にお い て ､ 代謝物A
の ピ ー クの低下とともに代謝物Bが上昇して くる ことと (Fig. 9b, e)､ 代謝物Aとヨ ウ化 メチ
ル との反応に より代謝物AがBに変化する こと ､ さ らに ､ メチル化の 阻害により代謝物Bへ の
生成が阻害される ことか ら､ 代謝物Aは代謝物Bの 前駆体で あると考えられた ｡
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酸性条件下 にお い て 亜セ レ ン酸とG S=はモ ル比1:4 で反応 し ､ グルタチ オン セ レノ トリス
ル フィ ド (GS SeSG) を形 成す る o さらにGS Hが過剰に存在すると ､ osses oは還元さ れて ､
グルタチ オ ンセ レノ バ - ス ル フィ ド (GSSeH) を経てセ レナイ ドとなる ｡
4G S H G S S G
seo3
2- 呈ゝ〔
G S H G S H
G S SeS G 芯 = =空 GSSeH こ = き H2Se
G SS G G S S G
〕
Has ega w aらは､ セ レノ シス チ ン (CySeSeCy) を経口投与した マ ウス の小腸にお いて ､
CySeSeCy が GSH と反応 し ､ セ レノ シス テイ ン ー グルタチ オン セ レネニ ルス ル フィ ド
(CySeSG) に代謝され る こ とを明らかにした 【=a sega w a et all, 19 96]o 肝臓に輸送された
CySeSG は ､ 肝臓申に 高濃度に 存在する GS Hとさら に反応して , SeCys に 遼元さ れる
【Has ega w a et all, 196]o これ らの ことから､ GSH はセ レン化合物の遼元 のみならず､ 反応
性の 高いセ レノ ー ル基と糖合 する ことによっ てセ レン の毒性を軽減さ せ る ことが示唆され
る ｡
以上 の ことから ､ glutathio n e-S- c o njugate と推定された代謝物 A は､ GS Hによっ て還元さ
れて生成したセ レナイ ドが uD Pのような悟性基が結合した糖と結合する と考えられるが ､
セ レノ ー ル基 (-seH) は反応性が高いため､ 生体内の GS G と結合し代謝物 A が生成する
か ､ も しくはセ レナイドが G S SG と反応し生成した GS SeH が ､ 糖と結合して 代謝物 A が
生成したと考えられた o
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‖L 結論
生体内に摂取され た無 機セ レン化合物は ､ 生体内に豊富に存在するGS Hによっ て還元され
セ レ ンタ ンパク質に利用され たり ､ メチル 化代謝されモノメチル化体を経て ､ トリ メチル化
体で あるTM Seとして尿中 に排壮されたり ､ ジメチル化体で あ るD M Seと して呼気中へ 排壮さ
れ ると考えられ て い たo 栄養レベ ルか ら中毒レベ ル に摂取量が増加する に したが っ て ､ 尿中
のメチル化代謝物で あるT M Seお よび呼気中の メチル化代謝物で あるDM Se畳が上昇する こと
は知られて いたが ､ 栄養レベ ル にお けるセ レン の 尿中代謝物につ いて は明らかに なっ てほい
なか っ たo 今回1H N M R の結果から ､ 尿中のセ レン主要代謝物と肝臓上滑申に検出され るセ
レ ン 主 要 代謝物Bが1β- m ethylsele n o-N ･ a c etyl- D -galacto s a min eで あ る こ と が 明 らか と な り ､
J
H PLC-ESI M S/MSの 結果か ら､ 肝臓上清中に検出され る セ レ ン主要代謝物Aがglutathion e-S-
c onjugateで ある ことが推定された｡
G S Hによ っ て 遅元されたセ レナイ ドがuD P のよう な活性基が結合した糖と結合 した後､
G SS Gと結合､ も しく はGSSe=が糖 と符合 し代謝物Aが生成したと考えられ ､ その後s AMと
メチ ル トラ ンス フ エ ラ ー ゼ に よっ てメチ ル化され代謝物Bが 生成したと示唆きれた (schem e
4)0
現在の と ころ ､ セ レン糖の生物学的意義や ､ なぜ生体内に存在する数 ある糖の中から選択
的にN- アセテルガラク トサ ミ ン の みがセ レンと符合する のか ､ という こ とに関して 柱有益な
情報を得られて な いが ､ セ レ ン糖 臥 今回初め て立体配置 を含めた構造が明らかとなっ た天
然 に存在する新規化合物で あり , 栄養 レベ ル にお けるセ レンの新たな排滑機構に関する重要
な情報を提供で きたと考えられ る ｡
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